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RESUMO

A Rosa é considerada uma das espécies de flores de corte mais importantes do
mundo, sendo que 0s principais sistemas de propagacéo tem sido a estaquia e a
enxertia. No entanto, a micropropagacédo de rosas vem sendo aplicada para a
producdo de gendtipos isentos de pragas e doencas, bem como no melhoramento
genético com uso da biotecnologia. Entre os maiores desafios do uso mais amplo da
micropropagag¢ao séo os altos custos e o baixo rendimento de mudas, e a presenga
de anomalias fisiolégicas como aborto precoce de folhas e dificuldades com o
enraizamento in vitro. Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo desenvolver um
estudo sobre os efeitos do meio de cultura, especialmente a formulacéo salina de cada
um, sobre o processo de enraizamento de trés gendétipos de roseiras in vitro. O meio
de cultura apresentou resultado significativo para sete dos onze parametros
biométricos avaliados, numero de raizes, comprimento da maior raiz, massa fresca,
massa fresca de parte aérea, massa fresca de raiz, massa seca, massa seca de parte
aérea. A interacao entre genotipo e meio foi significativa para numero de folhas, massa
seca da raiz, niUmero de raizes e comprimento da maior raiz. Ja o efeito isolado do
gendtipo foi significativo para nimero de folhas, comprimento da maior raiz, nimero
de raizes, massa fresca, massa fresca de parte aérea, massa fresca da raiz, e massa
seca total. Em geral os resultados se apresentaram bem heterogéneos, sendo
possivel observar que de acordo com o parametro determinado meio se mostrava
mais adequado — Meios mais restritivos como WPM e A4 promoveram melhores
resultados para niamero de raizes e comprimento da maior raiz enquanto que 0s meios
MS e B5 estiveram ligados a resultados significativos para massa fresca total e de
parte aérea e ainda que dentro de determinado genoétipo ndo houve diferenca entre
0S meios para a maioria dos parametros, como ocorreu com o genotipo mesclada em

comparacao com o0s genaotipos alaranjada e azulada.

Palavras-chave: Micropropagacao; cultura de tecidos vegetais; nutricdo vegetal,

Enraizamento; formulacéo salina.



ABSTRACT

Rose is considered one of the most important cut flower species in the world, and the
main propagation systems have been cuttings and grafting. However, the
micropropagation of roses has been applied for the production of genotypes free from
pests and diseases, as well as in the genetic improvement with the use of
biotechnology. Among the biggest challenges of the wider use of micropropagation are
the high costs and low yield of seedlings, and the presence of physiological anomalies
such as early leaf abortion and difficulties with in vitro rooting. Thus, this work aimed
to develop a study on the effects of the culture medium, especially the saline
formulation, on the rooting process of three genotypes of rose bushes in vitro. The
culture medium showed a significant result for seven of the eleven biometric
parameters evaluated, number of roots, length of the largest root, fresh mass, fresh
mass of shoot, fresh mass of root, dry mass, dry mass of shoot. The interaction
between genotype and medium was significant for number of leaves, dry mass of the
root, number of roots and length of the largest root. The isolated effect of the genotype
was significant for number of leaves, length of the largest root, number of roots, fresh
mass, fresh mass of shoot, fresh mass of the root, and total dry mass. In general, the
results were very heterogeneous, and it was possible to observe that, according to the
parameter, a given medium was more suitable - More restrictive media such as WPM
and A4 promoted better results for number of roots and length of the largest root while
MS and B5 were linked to significant results for total and aerial fresh pasta - and even
within a certain genotype there was no difference between the media for most
parameters, as occurred with the mixed genotype compared to the orange and

bluegenotypes.

Palavras-chave: Micropropagation; fabric culture; plant nutrition. rooting; Vegetable

regulators.
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1. INTRODUCAO

A floricultura é apontada como uma das mais importantes atividades que
impactam sobre a economia brasileira, responsabilizando-se por 209.000 empregos
diretos. Hoje em dia, o Brasil mantém um cultivo superior a 2500 espécies, distribuido
entre aproximadamente 8 mil produtores de flores e plantas (IBRAFLOR, 2021).

Nesse ambito, as rosas sao as flores mais prestigiadas na floricultura,
principalmente as rosas de corte, muito comercializadas hoje em todo o mundo. A
propagacdo da roseira é desenvolvida por meio da estaquia e enxertia. Contudo,
considerando-se que o mercado consumidor na area da floricultura esta cada dia mais
exigente, os produtores tém investido nas mais avancadas técnicas de producéo e
comercializacdo com o intuito de alcancar um produto de qualidade (MARREIROS,
2010).

A cultura de tecidos de plantas tem ocupado uma posicdo de destaque na
recuperacdo de plantas isentas de virus e outros agentes causadores de patologias,
na propagacao comercial de plantas, no melhoramento genético e na conservagéo do
germoplasma (CARVALHO et al. 2009).

Ao longo do processo de micropropagacao, sao incorporados reguladores de
crescimento ao meio de cultivo que estdo diretamente ligados no controle da divisdo
celular e através desse processo, torna-se possivel obter um produto de melhor
qualidade com maior niumero de gemas laterais e mais curtas, constituindo plantas
mais compactas do que as produzidas por estaquia (DINIZ et al., 2014).

Escolheu-se essa tematica, por se tratar de um assunto que possui grande
relevancia social visto que, ainda que importante no cenario econémico brasileiro, o
ramo da produgéo de roseiras necessita de um maior investimento em pesquisas e
programas de melhoramento de rosas no pais.

Em face do exposto, o presente trabalho de conclusdo de curso se propbe a
responder ao seguinte questionamento: De que maneira a qualidade da nutricdo
influencia no processo de desenvolvimento dos genotipos?

Dispondo-se a responder a questdo norteadora supracitada, definiu-se como
objetivo geral, desenvolver um estudo sobre o processo de enraizamento de genétipos
de roseira in vitro baseado somente na nutricdo vegetal, sem uso de auxinas e em
diferentes meios de cultura e como objetivos especificos, demonstrar se existe

diferenca nos processos de enraizamento, de acordo com o meio de cultura e a fonte
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de nitrogénio fornecida aos gendtipos de roseiras e compreender se o enraizamento
€ possivel somente com a nutricdo in vitro, sem adicdo de reguladores vegetais
sintéticos ou naturais.

A referida pesquisa encontra-se estruturada em tépicos que, foram organizados
da seguinte forma: No primeiro topico, aborda sobre a Botanica do género Rosa,
descreve sobre sua importancia econémica na floricultura mundial e caracteristicas do
mercado de rosas, 0s pontos caracteristicos sobre os Sistemas de propagacéo de
rosas, tecnologias recentes e a descricdo do experimento instalado em laboratério
para coleta e andlise de dados, seguido por analise estatistica e discussdo de
resultados do mesmo.

No que diz respeito a metodologia, esse trabalho é feito por meio de um
levantamento de referéncias tedricas ja analisadas e publicadas através de escritos e
eletrbnicos como livros, e-books, artigos cientificos e web sites, seguido pelo
experimento com trés genotipos de roseiras instalado no laboratério de fisiologia

vegetal e cultura de tecidos da UFSCar.



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Botéanica do género Rosa

As rosas séo flores muito admiradas em todo o mundo em virtude das suas
caracteristicas vegetativas e florais, bem como, devido a grande diversidade de cores,
tamanhos e fragrancias. Sua origem se encontra na Asia Central, Africa e Europa
(Barbieri; Stumpf, 2005). Elas pertencem a familia Rosaceae, que abriga 95 géneros
(Hao, et al., 2019) e cerca de 30.000 espécies, sendo algumas delas de grande
importancia na horticultura.

Pertence a essa mesma familia, além de rosas usadas como ornamentais,
muitas espécies utilizadas na fruticultura como maca, pera, as rosaceas de carogo -
péssego, nectarina e ameixa (Hummer e Janick, 2009), assim como, morango,
amoras e framboesas (Glimn-Lacy e Kaufman, 2006). As roseiras pertencem a
subfamilia Rosoideae (Sargent et. Al., 2007; Zandi, 2015) e ao género Rosa L. (Rosa),
configurando plantas perenes cujo caule é do tipo lenhoso (Khan et al., 2004; Remay
et al., 2009) e seu habito de crescimento pode ser ereto, arbustivo ou trepador
(Barbieri; Stumpf, 2005).

O numero de espécies aceitas dentro do género fica por volta de 149 (The Plant
List, 2022), mas, somente oito dessas (De Vries e Dubois, 1996; Raymond et al. 2018),
tém sido utilizadas com frequéncia no melhoramento genético dando origem a parte
das mais de 37.000 cultivares ja registradas no mundo desde 1930 (American Rose
Society, 2019), oriundas de cruzamentos e retrocruzamentos (Kole, 2011), e com uso
mais frequente na horticultura (Barbieri; Stumpf, 2005).

Essas oito espécies utilizadas sdo Rosa chinensis, R. wichuraiana, R. odorata,
R. moschata, R. damascena, R. multiflora, R. foetida, and R. rugosa (Eagle, 2010) e
para as rosas comerciais € adotado o nome Rosa hybrida a fim de designar os muitos
hibridos cultivados ao redor do mundo.

De acordo com Marriott (2017), o melhoramento de rosas € um dos mais
intensos entre as culturas ornamentais, principalmente devido as muitas cultivares

criadas nos ultimos 200 anos.

2.2. Importancia econémica na floricultura mundial
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Na Horticultura, que inclui a producéo de frutas, hortalicas, plantas medicinais,
cogumelos e flores, a floricultura é uma das industrias com maior lucratividade (Xia et
al., 2006) e numero de pessoas empregadas por unidade de &rea de cultivo, sendo
de grande importancia social e econémica, se comparada a outros produtos agricolas.

A producdo mundial de flores de corte, folhagens, plantas de vaso, bulbos e
materiais de propagacao e flores para ornamentacédo de canteiros foi estimada em
US$ 80 bilnbes em 2020. A é&rea total de cultivo estimada para tal € de cerca de
650.000 ha. Ja a producdo de mudas de arvores e arbustos entre outras espécies
perenes e lenhosas em viveiros corresponde a US$ 45 bilhdes em cerca de 1.110.000
ha de area plantada. Portanto, o valor total do mercado de floricultura chega a US$ 90
bilhdes (World Floriculture Map, 2021). As flores de corte mais importantes nesse
mercado S&o as rosas, seguidas por crisantemos e cravos, respectivamente (Naing et
al., 2016; OEC, 2019; World Floriculture Map, 2021).

Os maiores produtores e exportadores de flores de corte sdo Holanda,
Colémbia, Equador, Quénia, e Etidpia, rendendo US$ 4.08 bilhdes, US$ 1.47 bilhdes,
US$881 milhdes, US$ 616 milhdes e US$ 238 milhbes em exportacdes
respectivamente (OEC, 2019), entre aproximadamente mais de 90 paises que
praticam alguma atividade ligada a floricultura (IFTS 2004). Ja& Estados Unidos,
Alemanha, Holanda, Reino Unido e Russia sdo os maiores importadores de flores de
corte, movimentando valores da ordem de US$ 1.87 bilhdes, US$ 1.23 bilhdes,
US$851 milhdes, US$ 842 milhdes e US$563 milhdes respectivamente (World
Floriculture Map, 2021; OEC, 2021).

As rosas podem ser cultivadas para extracdo de 6leos e substancias para as
industrias de perfumaria e farmacéutica (Zlesak, 2006), destinadas para fabricacdo de
cha (Ha et al., 2020), para uso culinario ou como planta medicinal (Boskabady et Al.,
2011), fortemente ligada ao conhecimento tradicional de muitos paises. Porém, a
maior importancia comercial das rosas (Rosa hybrida L.) sdo as suas flores
ornamentadas e coloridas, colocando esse grupo de plantas como um dos de maior
importancia econémica mundial dentre outras espécies comercializadas (Khosh-Khui
e Teixeira da Silva, 2006; Flower Council of Holland, 2015), principalmente nos
mercados de flores de corte (World Floriculture Map, 2021). Anualmente, cerca de 10
bilndes de hastes de rosas sdo comercializadas no mundo (AIPH 2016).

Os maiores produtores e exportadores de rosas de corte sdo Holanda,
Colémbia, Quénia, Equador e Etiépia (World Floriculture Map, 2021; AIPH 2016),
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enguanto que 0s paises que mais importam rosas sdo a Holanda (19%), Alemanha
(16%), Franca (8.2%), os Estados Unidos (8%) e a Russia (6.9%) (OEC, 2017). De
acordo com Eurostat (2018) Reino Unido e Espanha também sao grandes
importadores. Na economia da Unido Européia a rosa € a flor de corte mais importante
também (CBI, Ministério das Relacdes Exteriores, 2017). Os principais paises que
forneceram rosas de corte para a Unido Europeia em 2017 sdo Quénia, Etiopia,
Equador e Coldbmbia, com 51%, 20%, 17%, e 5% na ordem (Garcia, 2018).

De acordo com a AIPH (2016), Holanda, Quénia, e Eti6pia exportam
principalmente para a Europa, enquanto que as importacdes da América do Norte sao
predominantemente do Equador e Colémbia (AIPH, 2016).

Os maiores paises produtores em area s&o india (61000 ha) e China (14348
ha), Equador (5472 ha), Colédmbia (2465 ha), e Quénia (2164 ha) (AIPH 2015).
Contudo india e China nao estéo entre os exportadores devido a sua producéo ser
destinada principalmente ao mercado interno (LEUS et al., 2018).

Em concordancia, ha paises que atuam como grandes exportadores e
importadores simultaneamente. Sao paises que importam grandes quantidades de
flores de outros paises produtores e exportam outra vez. Essa pratica de re-exportar
pode fazer a cadeia de valores crescer.

A Holanda é o principal pais exportador e importador da Unido Europeia
(Eurostat, 2018), inclusive de rosas de corte (Ministério das Relacdes Exteriores,
2017). Mais de 40% da producédo mundial de flores passa pela Holanda ante de ser
exportada (Wolrd Floriculture Map, 2015). A Holanda foi responsavel por movimentar
cerca de US$3.46 bilhdes (43%) em exportacdes de flores de corte, contudo cerca de
37% das flores foram importadas do Quénia e entdo re-exportadas (OCE, 2017).
Cerca de 95% das importacOes de rosas para a Holanda sé&o exportadas novamente
(Escritério Comercial do Equador em Rotterdam, 2017; Garcia, 2018).

A Holanda possuia aproximadamente 850 ha em produc¢éo de rosas em 2004
e em 2016 essa area havia sido reduzida para 238 ha (Royal Flora Holland 2016).
Essa diferenca pode ser devida principalmente a um maior protagonismo de paises
da Africa e América Latina no mercado de rosas, com m&o de obra mais barata e

condic¢des climaticas mais estaveis (Garcia, 2018).

2.3 Caracteristicas do mercado de rosas
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A rosa € uma das flores de corte mais importantes, devido a diversidade de
variedades (Galeriani et al., 2020), além de ser amplamente admirada por sua beleza.
Foi utilizado em diferentes situagbes ao longo do tempo, como medicamento, em
cerimdnias sociais e religiosas (Krussmann, 1981), como simbolo de poder (Barbosa,
2003), e também de beleza e amor ligados a antiga deusa romana Vénus (Buchmann,
2016).

As rosas cortadas, como em geral as flores de corte, sdo consideradas um
produto com demanda sazonal, portanto, a demanda aumenta e se concentra em
determinados dias e feriados do ano. O Dia dos Namorados é uma das datas mais
importantes para esse mercado - sendo as rosas vermelhas as mais comercializadas
- seguidas pelo Dia das Maes que promove a venda de rosas cortadas, entre outras
flores (Ziegler, 2007; Buchmann, 2016; Industria de flores na Holanda, 2020). Natal e
Pascoa também sdo datas importantes para o comércio de flores (Flower Industry
Statistics, 2016), porém em menor escala.

As caracteristicas importantes para produtores, comerciantes e consumidores
— inerentes a escolha da cultivar séo principalmente a longevidade da flor, o chamado
tempo de prateleira, tempo de vaso, e seu desempenho durante o transporte e
armazenamento (Orlikowska et al., 2018).

A produtividade, associado ao numero de botdes florais produzidos por metro
quadrado e tempo de cultivo, é também um fator primordial para produtores de flores
de corte. Para o consumidor, pontos prioritarios se resumem principalmente ao
aspecto visual da flor, como a cor e forma de abertura da flor (Yue et al., 2011,
Grygorczyk et al.,, 2014; Orlikowska et al.,, 2018; Berki-kiss e Menrad., 2019),
juntamente com caracteristicas extrinsecas a flor, como preco, embalagem e modelo
de producdo com menor impacto ambiental, mais socialmente justo e responsavel,
importantes para alguns grupos de consumidores finais (Bernués et al., 2012; Berki-
kiss et al., 2020).

Ja as caracteristicas mais importantes em termos de classificacdo de hastes
de rosas para o mercado sdo: comprimento de haste, espessura da haste,
comprimento do botdo, ponto de abertura do botédo. Além disso, é importante que as
hastes ndo possuam danos mecéanicos nem danos causados por insetos ou doencas.

(Cooperativa Veiling Holambra, 2009).
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Outro ponto que também atrai a atencéo e o interesse do mercado consumidor
€ a novidade, uma flor desenvolvida com algum diferencial (cor, tamanho, fragrancia,
formato) ndo disponivel anteriormente (Oktisu et al., 2018).

Nesse contexto, a inovagao tem sido um dos principais desafios encontrados
pelos melhoristas de rosas visando a producdo de novas cultivares. Entre as
novidades recentes estdo as rosas com flores de coloracao azuladas, produzidas por
melhoramento convencional, ou engenharia genética a partir do gene F3'5’H de amor-
perfeito “pansy” e Torenia, que codifica enzimas associadas a antocianidinas do tipo
delfinidinas, como a e que resulta na coloracéo azul em flores (Katsumoto et al. 2007,
Noda, 2018) sendo desenvolvida e comercializada desde 2009 como cv. ‘Applause’
pela Suntory (2009).

2.4 Sistemas de propagacao de rosas

Roseiras podem ser propagadas por diferentes técnicas, entre elas as técnicas
de germinacdo de sementes e técnicas de propagacao vegetativa, como estaquia e
enxertia.

Embora a propagacédo de rosas pela germinacdo de sementes seja possivel,
algumas caracteristicas desejadas na floricultura e das plantas germinadas dificultam
em muito a sua adequacéo aos atuais sistemas de cultivo altamente tecnificados e
lucrativos. Uma caracteristica considerada um limitante € a alta variabilidade
fenotipica das plantas originarias desse sistema de propagacao, em especial pela alta
heterozigosidade associada as suas cultivares (Food and Agricultural Research and
Extension Institute, 2018).

Ainda que essa caracteristica seja desejavel no melhoramento genético
visando a obtencéo de novas cultivares, a alta variabilidade genética € um fator critico
e gue limita a produtividade e padrdo minimo de qualidade de flores em larga escala,
no qual uniformidade e homogeneidade séo fatores preponderantes para obtencao de
lucro. Outros aspectos associados a limitacdo da reproducéo, como a presenca de
hibridos estéreis ou de baixa compatibilidade, que resultam no baixo pegamento de
frutos, e fatores associados a dorméncia, que levam a baixa taxa de germinacéo de
sementes (Abdolmohammadi et al. 2014), sédo fatores que dificultam a producédo de

mudas em escala visando atender a producdo comercial de rosas.
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Mudas jovens provenientes de sementes também sédo mais facilmente afetadas
por algumas doencas que causam tombamento, como Botrytis, Pythium,
Phytophthora, Rhizoctonia e Fusarium (Royal Horticurtural Society, 2020), além do
fato de poder ocorrer a perda de resisténcia a determinadas doencas devido a
segregacao genética nesse tipo de propagacao.

Muitos hibridos comerciais também nédo produzem sementes, podendo esse
fato ser contornado parcialmente com métodos de cruzamento e escolha de genoétipos
parentais (SHIVAKUMAR, 2019).

Outro empecilho € a dorméncia de sementes, ou seja, a nao germinacao das
sementes mesmo quando todos os fatores necessarios a esse processo estao
presentes e sdo adequados (IPEF, 1997).

A dorméncia se manifesta de forma heterogénea em diferentes espécies,
genaotipos, e mesmo em sementes provenientes de uma mesma planta (Meyer, 2008).
A origem deste problema é diversa, podendo ser ambiental e genética (GUDIN ET
AL., 1990; BOSCO ET AL., 2015). Em rosas a dorméncia de sementes é exdgena e
enddgena (ALP ET AL., 2008), frequentemente sendo devido a resisténcia mecéanica
e substancias presentes no pericarpo (BO ET AL., 1995; ZHOU ET AL., 2009).

Alguns tratamentos podem ser adotados para superar a dorméncia,
principalmente tratamentos que reduzam a resisténcia mecanica (Franks et al., 2007),
como escarificacao fisica ou quimica, variacdo de temperaturas (Fowler e Bianchetti,
2000), uso de bactérias promotoras de crescimento (Zhou et al., 2008) e resgate de
embrides in vitro (Abdolmohammadi et al. 2014) que possibilitam driblar o problema.
A estratificacdo, ou seja, tratamento com baixas temperaturas e ambiente umido
cotuma ser eficaz para a quebra de dorméncia de sementes de rosa (Haouala et al.,
2013), pela promoc¢ao do desenvolvimento do embrido com manutencao da umidade.

A juvenilidade é outro desafio na obtengéo de rosas a partir de sementes. O
periodo de juvenilidade é a fase entre a germinagdo e 0 momento em que a planta
comeca a produzir flores e frutos (Embrapa, 2010), quando o vegetal tem um
desenvolvimento vegetativo muito rapido, sem, no entanto, entrar em reprodugdo. Em
rosas esse periodo pode durar de um a dois anos (lwata, 2012), contudo com uso de
técnicas de propagacao vegetativa o periodo para ocorréncia e inicio da floracdo pode
ser reduzido para apenas alguns meses.

Dessa forma, embora a propagacao por sementes seja desejavel visando a

obtencdo de novos genotipos de rosas por meio do melhoramento genético, a
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propagacdo vegetativa (Khosravi et al.,, 2007) € aquela utilizada comercialmente
visando a propagacédo em larga escala de cultivares selecionadas e de interesse para
a producao de flores de corte, sendo a principal forma de manter sua genética e seu
gendtipo sem variages, pois dessa maneira sdo obtidos os cultivos clonais, com
individuos idénticos a planta que serviu como matriz (EMBRAPA, 2003) .

Os sistemas de propagacédo vegetativa mais comuns e utilizados no cultivo de
rosas sao a estaquia e a enxertia (Nizamani, 2016). Outro sistema que vem sendo
adotado é a micropropagacdo, que pode produzir numerosos clones, em um tempo
relativamente curto, e em um ambiente muito controlado, com obtencéo de plantas
livres de fitopatogenos (LIDDER; SONINNO, 2012).

2.4.1 Estaquia

A estaquia é um dos sistemas de propagacdo mais comuns em plantas
(Anderson e Woods, 1999), em que o vegetal € propagado por meio de estacas, que
podem ser de origem de caules, folnas ou mesmo raizes. As estacas devem ser
colocadas em substratos, que retenham umidade (Couvillon, 1988), tenham boa
drenagem, sejam porosos, de baixa densidade e livre de patdégenos, pragas e
sementes de outras espécies (KAMPF et al.,, 2006) para a emissdo de raizes
adventicias e o desenvolvimento em uma planta completa (Hartmann et al. 2002).
Diversos materiais podem ser utilizados como substrato, em uso solo ou com
proporcdes combinadas, e ainda pode-se optar por misturas comerciais ja prontas
disponiveis no mercado (ZANAO et al., 2016). Alguns substratos muito comuns S&o:
areia, vermiculita, turfa, musgo esfagno, fibra de coco, casca de arroz carbonizada,
pinus, etc.

Para estacas de rosa pode ser feito 0 uso de solo com adicdo de matéria
organica, em uma propor¢gdo de 2:1, e para mini-rosas pode ser preparada uma
mistura de solo com fibra de coco em uma proporcéo 1:1 (FAREI, 2018). Ritter et al.
(2018) avaliaram o efeito de trés diferentes substratos no enraizamento das cultivares
de rosa Tineke e Natal Briar. Os substratos utilizados foram casca de arroz
carbonizada, fibra de coco, e TN Gold®, um substrato comercial com esfagno,
vermiculita expandida, calcario dolomitico, gesso agricola, NPK e micronutrientes. O

substrato com melhor desempenho para ambas as cultivares foi casca de arroz
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carbonizada, com taxa de 81% de enraizamento de estacas, seguido por fibra de coco,
com 61% (Ritter et al.,2018).

Em roseiras a estaquia é feita a partir de estacas caulinares, sem nenhuma ou
com poucas folhas presentes na estaca. E feito o corte em um ramo da planta, e o
extremo que for entrar em contato com o substrato pode ter seu corte feito em bissel,
para aumentar a area de contato da planta com o meio e promover o crescimento de
raizes. Segundo Matloobi et al. (2018) o tempo para brotacéo e didmetro de flor em
rosas estaqueadas tem relacdo com a idade da planta, sendo que as plantas mais
novas (com menos de trés anos) brotam mais cedo, em até sete dias, e apresentam
flores de maior tamanho (32mm), em comparacdo com estacas obtidas de roseiras
mais velhas (com trés anos ou mais).

As gemas axilares de roseiras também se comportam de modo heterogéneo
umas em relacdo as outras de acordo com sua posicdo ao longo do caule (Zamski et
al., 1985). Segundo Bris et al. (1997) estacas contendo as gemas superiores iniciam
seu crescimento e producdo de brotos mais rapido em comparacdo com gemas
inferiores que permanecem dormentes. Zanao et al., (2016) constataram o mesmo
efeito, afirmando que estacas apicais tem melhores resultados de propagacdo e
brotacdo que estacas da posicdo mediana das plantas. Esses efeitos podem estar
associados aos tecidos mais jovens e mais ricos em auxinas que aqueles em posi¢oes
inferiores na planta.

Existem diversos outros fatores que interferem no enraizamento de estacas,
tanto enddgenos como exdgenos, sendo determinantes na inducdo e no
desenvolvimento das raizes adventicias e, por conseguinte no proéprio
desenvolvimento do vegetal (Rosier et al., 2006; Hartmann et al., 2002).

A formagéao das raizes adventicias tem inicio com a desdiferenciagéo de células
gue alteram seu desenvolvimento para gerar células de um potencial sistema
radicular. A segunda etapa é a iniciacdo das raizes, quando as células induzidas
passam por sucessivas divisbes celulares. Na etapa final, ocorre o alongamento
celular, que aos poucos dara origem a tecido vascular e finalmente, raizes (Hartman
et al. 2002).

Em geral, o processo de desdiferenciacdo e inducdo é obtido com altas
concentracbes de auxinas (Hartman et al. 2002), sendo que o alongamento das
células das raizes (crescimento) ocorre em situacdo contraria, de baixas

concentracdes de auxinas (Thimann, 2008).
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As auxinas sao importantes hormoénios vegetais associados ao estimulo do
enraizamento de estacas, e seu uso se da comercialmente pelo uso de
fitorreguladores, produtos sintéticos analogos aos hormonios vegetais, aplicados a
planta, e que séo utilizados para acelerar a indugéo de raizes adventicias (Jarvis e
shaheed 1986; Galavi et al., 2013), aumentando as taxas, a velocidade e a qualidade
do enraizamento obtidos em estacas (Kasim and Rayya, 2009; Kumari et al.2010;
Pandey et al. 2011). Entre as auxinas com melhores resultados no enraizamento de
estacas estdo o acido indolacético (IAA), o acido naftaleno acético (NAA) e o acido
indol butirico (IBA) (Randhawa and Mukhopadhyay, 1994; Yusnita et al., 2018).

A aplicacdo de IBA tem se apresentado como uma das mais eficientes para
formacao das raizes adventicias em estacas (Cristofori et al., 2010), incluindo estacas
de roseiras (Ercisli, 1999; Hartmann et al., 2002). De acordo com Nasri et al.(2015) o
namero, comprimento e diametro de raizes de determinadas cultivares é influenciado
por aplicacfes de IBA. Isso porque o IBA é mais rapidamente convertido em IAA, que
nos tecidos vegetais costuma sofrer oxidacao por peroxidases ali presentes. Contudo,
o IAA advindo do IBA ndo passa por esse processo, permanecendo no local do corte
(Epstein,1984), e contribuindo para o enraizamento. Inicialmente o IBA foi tido como
uma auxina sintética (Zimmerman and Wilcoxon, 1935), até que foi comprovada
também a sua ocorréncia natural em folhas e sementes de milho (Epstein et. al., 1989)
e em diversas outras espécies (Korasick et al., 2013).

Os efeitos positivos do IBA no enraizamento de estacas de rosas também foi
observado em propagacdao por estaquia de Rosa hybrida cv. Dolce Vita, sendo que a
concentracdo de 1500-3000 mg.L* corresponderam a maior porcentagem de estacas
enraizadas (95.8%-97.9%) e qualidade de enraizamento, sendo esses resultados
também positivos para o desenvolvimento da parte aérea das plantas estaqueadas
(Pourghorban et al. 2019).

A taxa de enraizamento em estacas de roseira cortadas em diferentes estadios
fenologicos foi comparada por Monder et al. (2018), sendo os seguintes estadios
verificados: (1) botbes florais fechados, (2) flores abertas, (3) imediatamente apos a
gueda das pétalas e (4) 7-14 dias ap0s queda das pétalas. Com dez semanas de
enraizamento, uma das cultivares avaliadas nao mostrou diferencas de acordo com o
estadio fenolégico em que foi preparada a estaca, e outras trés cultivares obtiveram

melhores taxas de enraizamento a partir de estacas cortadas no momento em que 0s
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botdes florais ainda estavam fechados, confirmando a hipétese de que estacas mais
jovens estariam mais propensas a emissao de raizes adventicias.

Ghazijahani et al. (2018) testaram alternativas ao uso de auxinas no processo
de enraizamento de estacas de rosas, pulverizando acido citrico e 4cido malico em
trés diferentes concentracdes: 3, 6, e 9 mM antes de ser feita a estaquia de rosas.
Segundo os autores as taxas de enraizamento foram significativas em todos os
tratamentos, contudo o comprimento das raizes so aumentou nos tratamentos com
acido citrico.

O sistema de estaquia tem sido muito utilizado para roseiras, entretanto pode
ser lento e ndo garantir plantas livres de doencas (Pati et al., 2006). Assim como na
propagacgéo por sementes, algumas doengas como Botrytis, podem afetar estacas
jovens, resultando em tombamento. Outro problema é o aparecimento da mosca
sciara, que passa a se alimentar da base da estaca. Essas situacfes podem ser
evitadas em grande parte com higiene e aeracdo em caso de doencas, e com
checagens frequentes para evitar aumento de populagdes no caso de pragas (Royal
Horticultural Society, 2020). Outra opc¢éo € o controle biolégico com liberacdes de
acaros predadores, tais como P. macropilis e N. californicus (Souza-Pimentel, 2014).
Além disso, a estaquia ndo é recomendada para algumas cultivares hibridas, pois o
sistema radicular pode néao ter vigor suficiente, sendo mais indicado em tais casos, a
técnica da enxertia. O tempo para o enraizamento também difere, podendo levar até
um més para algumas espécies e cultivares enquanto que para outras, 3 a 4 meses
no minimo sao necessarios, visando o estabelecimento da planta (Food and

Agriculture Research and Extension Institute, 2018).

2.4.2 Enxertia

A enxertia € uma técnica de propagacao, especialmente utilizada em espécies
florestais, frutiferas e ornamentais, e que consiste na fusdo de dois individuos da
mesma espécie ou de espécies correlatas, porém geneticamente diferentes entre si.
A espécie ou cultivar cuja base do caule fica em contato com 0 solo e que possui 0
sistema radicular recebe a denominagéo de porta-enxerto, e a parte aérea da planta,
responsavel pela constituicdo principal do caule, folhas, flores e frutos consiste na

espécie conhecida como enxerto ou copa.
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O porta-enxerto, portanto, € responsavel por promover a absorcao de agua e a
nutricdo mineral e o enxerto, a fotossintese e a producdo de seiva elaborada.
Geralmente, os porta-enxertos sé&o obtidos de sementes e 0s enxertos de
brotagbes/ramos/borbulhas de matrizes selecionadas sendo, portanto, provenientes
de clonagem, mantendo a identidade clonal das plantas consideradas enxertos,
responsavel pela producéo das flores. As plantas utilizadas nesse processo nao se
unem completamente, as células ndo se fundem e se tornam hibridas como ocorre no
melhoramento genético, mas a seiva circula como se fosse um organismo so,
conectando as células do porta-enxerto com as do enxerto (Embrapa, 2005).

Apesar dos porta-enxertos ainda serem produzidos principalmente utilizando
sementes, desde a década de 80 h& esforcos significativos para que os porta-enxertos
de diferentes espécies sejam produzidos por técnicas de cultivo in vitro, promovendo
a clonagem de porta-enxertos de alto desempenho agronémico (GOLOSIN, 1985).

Atualmente a juncdo de porta-enxertos mais eficientes, com técnicas
avancadas de micropropagacdo, a exemplo do uso de biorreatores de imersao
temporaria tem viabilizado a utilizacdo dessa técnica visando a producdo em larga-
escala e a precos competitivos (Godoy et al. 2017; Nasri et al. 2019). Os porta-
enxertos de rosa também podem ser propagados por meio da estaquia, sendo obtidos
de variedades rusticas (Franzon et al., 2010; Pizetta, 2006). Para a formacdo das
raizes adventicias no porta-enxerto de rosas pode-se fazer o uso de auxinas (Galavi
et al.,, 2013). Outra opcdo para a propagacdo mais rapida dos porta-enxertos é a
micropropagacao (Castillo et al., 2015), que possibilitam maior uniformidade nas
estacas obtidas, em relacédo a propagacéao ex vitro (Ambros et al., 2016).

A enxertia traz como principal contribuigdo aos cultivos, a possibilidade de
fundir espécies ou gendtipos com maior resisténcia a fatores abioticos e bidticos
relacionados ao solo, como estresse hidrico e patdgenos de solo, com espécies ou
cultivares com caracteristicas de alta produtividade e qualidade de madeira, flores ou
frutos. A precocidade, o aumento na produgc&do, maior resisténcia ao estresse e a
colheitas sucessivas também estéo entre os beneficios, sendo uma técnica bastante
consolidada (Cheng and Roose, 1995; Lee; Sakata; 2007; Mudge, et al. 2009).

O porta enxerto ndo raramente é escolhido de maneira a modificar, ao menos
em parte a fisiologia vegetal, e melhorar a absor¢géo de nutrientes e o acumulo de
biomassa na planta (Gainza et al, 2015; Tandonet et al, 2010). Dessa forma, a técnica

da enxertia possibilita usufruir caracteristicas do porta enxerto e a partir dele obter
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resultados fenotipicos na parte aérea (Albacete et al., 2009). O porta enxerto também
pode ser escolhido de forma a solucionar problemas especificos de uma espécie ou
regido. Como exemplo, existem porta-enxertos mais adaptados a solos salinos ou
regides com maior propensdo a ocorréncia de estresse hidrico (Kumar, et al., 2017).

A enxertia tem sido uma das técnicas mais utilizadas na producdo de mudas
de rosas visando a producéo comercial de flores. Segundo Short e Roberts (1991), o
uso de estaquia € mais comum para a propagacao de mini-roseiras, enquanto que em
outras roseiras utilizadas como flores de corte, a enxertia tem sido a técnica mais
utilizada. S&o utilizados com maior intensidade os porta-enxertos das espécies Rosa
canina ‘Inermis’ and Rosa multiflora ‘Simplex’. Szmagara et al. (2018) relataram que
a produtividade e qualidade de Rosa cv. “Red House”, um hibrido de flores cha, ao
longo de trés anos consecutivos em cultivo protegido sem aquecimento, variou entre
dois porta-enxertos diferentes, sendo que a espécie R. multiflora gendétipos | e I,
demonstraram desempenho superior a R. canina ‘Schmid’s ldeals’ em relagdo ao
namero de flores cortadas por planta, porém sem efeitos na qualidade das flores e
hastes florais produzidas.

Otiende et al. (2017) estabeleceram que na propagacao, por estaquia, de dois
porta enxertos de roseiras, chamados ‘Rosa Progress’ e ‘Natal Briar’, as porgdes
apicais da planta tem as melhores taxas de enraizamento, sendo atribuido esse

melhor enraizamento a quantidade de minerais e acUcares nessa regido da planta.

2.4.3 Propagacao pelo método ‘Stenting’

Apesar dessas separacdes por método, uma técnica de propagac¢do muito
reportada atualmente em rosas, funde os métodos de estaquia e enxertia, sendo a
esse método atribuido o nome ‘Stenting’, quando a estaquia e a enxertia sao
estabelecidas conjuntamente, sendo que a ligacao entre estaca e porta enxerto se
forma ao mesmo tempo em que o porta enxerto inicia e desenvolve suas raizes (Kroin,
2016).

Pourghorban et al. (2019), utilizando a técnica de ‘Stenting’, observaram que o
IBA na concentragdo de 1500 mg.L* resultou em maior porcentagem de enraizamento
(81.3%), numero (9.6), comprimento (3.6 cm) e massa (0.95 g) de raizes dos
‘Stentings’, resultando também no melhor desenvolvimento da parte aérea dos

‘Stentings’. Comparado ao método de estaquia direta, este apresentou maior
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porcentagem de estacas enraizadas (95.8%) e numero de raizes por estaca (23) que
0 método de stenting, porém os autores relatam a necessidade de maior numero de
estudos para conclusdes mais robustas.

Também utilizando a técnica de Stenting, Izadi et al. (2014) avaliaram duas
espécies utilizadas como porta-enxertos, Rosa canina e Rosa manetti, em trés
cultivares de rosas utilizadas como enxerto ou copa, ‘Avalanch’, ‘Dolcevita’ e ‘Peach
Avalanch’. Os autores observaram que o porta-enxerto Rosa canina obteve melhor
resultados como porta-enxerto somente para a cultivar ‘Avalanch’, ndo havendo

diferencas em relacdo as demais (Izadi et al., 2014).

2.4.4 Micropropagacao

A micropropagacao envolve um conjunto de técnicas baseadas na propagacao
vegetativa, realizada em condic¢des in vitro, sendo a principal alternativa as técnicas
de estaquia e enxertia, e que visam a obtencao, em larga escala, de mudas de plantas
geneticamente idénticas e livre de pragas e patdgenos (Mahmood et al. 2016), com
reducao significativa do tempo para a obtencédo das mudas. Além disso, os métodos
de propagacao in vitro podem ser utilizados auxiliando a manipulacdo de recursos
genéticos e podem ser uma via importante para a conservacdo de espécies
consideradas raras (Bhatia et al., 2002), ou em risco de extin¢gdo. No entanto, a maior
aplicabilidade da micropropagacao tem sido a producéo escalonada ou sazonal de
mudas para atender o exigente mercado de flores. A micropropagacédo de rosas € um
sistema que possui potencial para producdes planejadas, algo importante para um
mercado com elevada sazonalidade, tanto de plantio como de colheita devido a datas
comemorativas.

O primeiro protocolo bem sucedido de micropropagacgéao de roseiras foi relatado
em 1979, por Skirvin, Chu e Hasegawa. Logo seu uso comercial teve inicio na Franca,
com Delbard (1982), no ano de 1978, quando ele pontuava inUmeras conveniéncias
do sistema.

A maioria dos trabalhos relacionados ao cultivo de rosas in vitro tem sido
utilizada em investigagbes sobre efeito de reguladores vegetais na multiplicacdo e
enraizamento in vitro (Nowakowska et al., 2019), além de algumas pesquisas voltadas
para a fusdo de protoplastos, estudo de ocorréncia e frequéncia da variacao

somaclonal (Zeng et al., 2006) e diferenciacao de tecidos (Spangenberg et al., 1998).
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De uma forma geral, a micropropagacao de roseiras pode ser dividida em
quatro fases distintas, o estabelecimento in vitro, no qual tecidos sdo retirados da
planta mé&e e inoculados in vitro ap6s um processo de desinfeccdo superficial dos
tecidos com alcool 70% e hipoclorito de sédio em concentracdes variadas, seguido da
fase de proliferacdo ou multiplicacdo das brotacfes obtidas, enraizamento in vitro e
finalmente a aclimatizacéo das plantulas obtidas, em condicdes de casa de vegetacao.

A regeneracgéao de brotacdes na fase de estabelecimento in vitro pode ocorrer
por meio de quatro modelos distintos: 1) indugé&o direta de brotagdes a partir de gemas
axilares ou segmentos nodais; 2) a cultura de apices caulinares, 3) embriogénese
somatica ou; 4) organogénese (Carvalho et al., 2006; Lidder e Sonnino, 2012). Além
das diferencas nos tipos de tecidos utilizados para cada modelo de regeneragcéo no
estabelecimento in vitro, também podem ser observadas diferencas em relacao a
estabilidade génica das mudas obtidas, sendo a maior estabilidade obtida utilizando
as técnicas 1 e 2 supracitadas (Giri et al., 2004). A técnica nimero 2 tem também
grande aplicabilidade visando a eliminagdo de virus (SIM et al. 2019). Algumas
técnicas podem ser de maior aplicabilidade para uso como ferramentas
biotecnolégicas no melhoramento genético (Giri et al., 2003) e conservacdo de
recursos genéticos in vitro (Viana, 1999; Maruyama e Hosoi, 2016).

A micropropagacao, embora possua muitas vantagens em relacdo as técnicas
de estaquia e enxertia, apresenta como principais desafios, as dificuldades
relacionadas ao amarelecimento prematuro de folhas, estdbmatos nao funcionais e
necrose apical no caule, que afetam a qualidade do material propagado e as taxas de
sobrevivéncia (Debergh e Read 1991), contudo, estudos envolvendo adicédo de nitrato
de prata ao meio de cultura ttm se mostrado promissores ao contornar esses desafios
(MATOS et al. 2021).

A regeneracéo e proliferacao in vitro de brotagdes de rosas ocorre devido a
totipoténcia da célula vegetal, associado ao seu cultivo em meio de cultura contendo
solugdes salinas, carboidratos, vitaminas e aminoacidos, além de um balango de
fitorreguladores para cada fase do cultivo in vitro (Khosh-Khui e Jabbarzadeh, 2005).
No estabelecimento de rosas in vitro, o meio MS (Murashigue e Skoog, 1962) € um
dos mais utilizados (Vijaya and Satrayana, 1991), contudo ¥2 MS, SH (Schenk e
Hildebrandt, 1972), B5 (Gamborg et al., 1968), WPM ((Lloyd e Mc Cown, 1981), QL
(Quoirin e Lepoivre, 1977),WH (White, 1962), LS (Linsmaier and Skoog, 1965), e meio
Nitsch’s (Nitsch, 1969) também sao utilizados, embora com menor frequéncia
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(Tapingkae et al., 2012; Debergh, 1994; Drefahl, 2004; Burrell et al. 2006; Carelli,
2001). Como fonte de carbono para cultivo in vitro de roseiras, podem ser utilizados
diferentes aguUcares tais como sacarose, galactose, sorbitol, glucose e mannitol
(Carelli, 2001; Xing et al. 2010). A inducado de brotacdes, por exemplo, precisa de
concentracfes adequadas de reguladores, que promovem um desequilibrio hormonal
no vegetal, e a resposta da planta, ou seja, o surgimento das brotacées (Monfort et
al., 2012). No entanto a quantidade requerida de nutrientes varia de acordo com cada
espécie (Misawa, 1994).

Auxinas naturais ou sintéticas podem ser utilizadas no meio para a inducéo de
raizes adventicias (Khosravi, et al., 2007). Assim também se comporta um cultivo com
citocinina, sendo frequentemente suficiente para o estabelecimento de um cultivo in
vitro. Khosravi et al. (2007) demonstraram que com o aumento da concentragao de
BAP, uma citocinina, aumentava a quantidade de brotacfes axilares e folhas nos
propagulos de R. hybrida cv. Iceberg.

Também a combinac¢é@o de auxinas e citocininas, no mesmo meio se mostrou
benéfica para a inducdo de brotacdes. BA em concentracfes na faixa de 4.4-13.2
MM/L e NAA com concentracdo na faixa de 0.0216-0.54 pM/L induziram o
enraizamento em rosa (Carelli e Echeverrigaray, 2002). Taxas 6timas de inducéo de
brotacdes, assim como o crescimento e desenvolvimento foi observado com o uso de
2,5-3,0 mg. L't de BA e 0,1 mg. L'! de IBA em meio MS (Jabbarzadeh e Khosh-Khui,
2005).

Além da formulacdo de nutrientes e fitorreguladores, podem ser adicionados
extratos vegetais ao meio de cultura de cultivo in vitro de rosas, sendo observados
resultados positivos decorrentes da adicdo de agua de coco (10% v/v) suplementando
meio MS, com aumento das taxas de multiplicacdo e comprimento de brotos (Chauhan
et al., 2018).

Em roseiras o processo de estabelecimento in vitro é sequenciado de acordo
com o de Murashige (1974), com pequenas variagdes. Primeiramente é escolhida a
planta matriz que se pretende estabelecer in vitro, entdo com uma tesoura esterilizada,
corta-se um ramo da roseira que possua algumas gemas laterais ao longo de seu
comprimento. Suas folhas com insercéo localizada no mesmo local que as gemas
laterais devem ser removidas (Silva et al., 2019) puxando-as para baixo, no sentido
contrario ao seu crescimento, de forma a ndo danificar a gema ou o tecido ao redor

desta.
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Entao é feita a pré-esterilizacdo, uma desinfeccédo da haste a ser utilizada, com
alcool 70° por cerca de 5 segundos (Lameira et al., 2000). Substituindo a limpeza com
alcool, é possivel utilizar agua e sab&o e posterior remog¢éo deste com agua corrente
(Mirzaei et al., 2019), 4gua corrente sem pré-adicao de surfactantes (por 1 a 3 horas),
ou ainda o uso de termoterapia durante dez minutos (Lameira et al., 2000). Como as
paredes celulares séo enrijecidas pela impregnacao com lignina (Stewart, 2008) pode
ser mais dificil eliminar microorganismos de rosas.

Com ajuda de um bisturi também estéril é feita a segmentacdo da haste. Cada
segmento deve ter uma gema (Silva et al., 2019). Em alguns caso pode-se utilizar o
explante contendo a gema apical (Diniz et al. 2014). Elas devem permanecer entao,
em alcool 70° em um frasco fechado e sob agitacdo intermitente de 30 a 60 segundos
(Ambros et al., 2016; Silva et al., 2019). Passadas para uma solugéo de hipoclorito
de sodio (NaOCI) (Mirzaei et al. 2019) ou hipoclorito de célcio (Ca(OCI)2) (0,5 até 3%),
na qual permanecem por 5 a 30 minutos, de acordo com variagcbes no material
(Carneiro, et al; 1998; Lameira et al., 2000). Entdo os explantes devem ser imersos e
lavados cerca de trés vezes com agua destilada autoclavada por cerca de alguns
segundos (Nikbakht et al., 2005). Outras substancias que podem ser utilizadas de
acordo com Nacheva e Ivanova (2017). Com maior eficacia que o hipoclorito de calcio
(principalmente para plantas lenhosas), € listado nitrato de prata (AgNO3) e gluconato
de clorexidina. Além deles, peroxido de hidrogénio, cloreto de mercurio (HgClz), e
etanol, sdo também conhecidos para a esterilizagdo do material vegetal (Nacheva e
Ivanova, 2017). A escolha por um método e substancia pode variar de acordo com a
espécie utilizada, o explante - folha, caule, pétala - e o tipo de tecido também (ex:
caule lenhoso), assim como 0 ambiente anterior da planta. Dessa forma pode ser feita
a desinfeccdo com eficacia e reduzir possiveis danos ao tecido vegetal.

Logo apds essa etapa, sao retirados os extremos dos explantes, pois o tecido
ali localizado pode conter mais contaminante ou estar levemente danificado (Ambros
et al., 2016) por estar mais exposto as substancias da limpeza. E feita entdo a
instalacéo nos frascos com meio de cultura, formulado a partir de meios de referéncia
de acordo com o objetivo para determinado cultivo in vitro. Dessa forma avalia-se e
altera-se a dosagem e presenca de determinados nutrientes e reguladores vegetais.
Alteracbes do meio Murashige e skoog (1962) sdo muito comuns, promovendo a
suplementacdo com outros nutrientes ou com 0s mesmos em maior quantidade (Ali et
al., 2020).
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Ambros et al. (2016) estabeleceram um protocolo de propagacao in vitro de
Rosa canina - usada como porta enxerto principalmente por sua resisténcia ao frio —
no qual os explantes foram cultivados em meio MS (Murashige e Skoog), com
benziladenina (BAP) e &cido indol-3- acético (IAA), em diferentes dosagens e
combinacgdes, sendo que as melhores taxas de multiplicacdo foram identificadas no
meio MS contendo 1.0 mg It BA, e a melhor taxa de enraizamento, no meio MS com
1.0 mg It de I1AA.

Tawfik et al. (2018) investigaram também um protocolo para propagacdo em
massa de determinado gendtipo de rosa ameacada, Rosa spp. cv. Eiffel Tower. Para
a multiplicacdo das rosas, o meio que se mostrou mais adequado foi MS, com 1 mgL"
1 BAP e 0,5 mgL1de cinetina, ja para a melhor taxa de enraizamento o meio ideal foi
MS suplementado com apenas com 50 gL de sacarose e PH a 5.5 (Tawfik et al.,
2018).

Além do estabelecimento de plantas por meio de explantes nodais e de apices
caulinares, outra forma de micropropagacao € a cultura de meristemas. Nessa técnica
0 meristema sem primordios foliares é cultivado in vitro (Spangenber et al., 1998). A
eliminacao de virus € um dos principais beneficios e motivacfes para a escolha de tal
modelo de micropropagacédo (Rout et al., 2006; Varveri et al., 2015), isso porque 0S
meristemas dificilmente sdo infectados por virus — ou nos quais os virus dificilmente
conseguem replicar como defendem alguns - devido a velocidade de multiplicacao
celular (Sim, 2006), nao vascularizacdo do tecido (Gamborg e Philips, 2013) e
seletividade de plasmodemos no meristema a determinadas proteinas, e movimento
basipetal de virus (Verma et al., 2014).

Sim et al. (2019) cultivaram em diferentes meios e condi¢des, microapices
caulinares (0 meristema envolto de alguns primérdios foliares) de 35 gendtipos
diferentes de rosas na tentativa de eliminar o virus do mosaico da macéa (ApMV) e o
virus do anel necrético da ameixa (PNRSV) das cultivares. Vinte cultivares do total
sobreviveram, e segundo os autores o melhor meio foi MS com 3% de sacarose, 2,5
pmol de BAP e 0.4 umol de IAA. De acordo com os autores, apés a aplicacéo de teste
ELISA para deteccgéo de virus, foi constatado que as plantas estavam livres de virus
de ApMV, contudo ainda possuiam o segundo virus — PNRSV (Sim et al., 2019).

Em sintese, as diversas formas de tornar otimizado o processo de obtencao de
rosas, e a pesquisa aplicada ao melhor entendimento da espécie, se justificam frente

a importancia das rosas no cenario mundial de horticultura, movimentando mercados
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internacionais e sendo uma das flores com demanda estavel ao longo das décadas.
Em face de tal, o presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa relativa a

espécie.



33

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um estudo sobre a influéncia de diferentes meios de cultura no
desenvolvimento de gendtipos de roseiras in vitro, especialmente a inducédo e
desenvolvimento de raizes adventicias.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do gendtipo sobre o enraizamento in vitro de roseiras

- Avaliar o efeito de diferentes formulacdes salinas de meios de cultura sobre

o desenvolvimento in vitro de brotacfes de roseiras

- Compreender se seria possivel induzir e obter raizes adventicias de roseiras

sem adicao de fitorreguladores sintéticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de
Tecidos Vegetais localizado no CCA/UFSCar — campus Araras (22°18"56"S;
47°23"20""W; 650 m de altitude), do dia 9 de fevereiro de 2021 ao dia 30 de marco de
2021. Foi feita uma repeticdo completa do experimento no periodo de 5 de agosto de
2021 a 30 de setembro de 2021. Por se tratar de um ambiente controlado, todas as
varidveis de temperatura, umidade, iluminacdo e acomodacao dos materiais foram
similares em ambos os periodos. A temperatura permaneceu na faixa de 25 £ 2°C, o
fotoperiodo foi de 16/8 horas e os experimentos foram mantidos sob luz branca
fluorescente de 2500 lux.

O experimento foi repetido por duas vezes, sendo que as analises dos dados
foram feitas sobre todas as repeticdes de uma vez, assim cada experimento contou
com 5 repeti¢cdes para cada tratamento, mas a analise foi feita sobre 10 repeticdes (12

instalacdo e 22 instalacao juntas).

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas trés variedades distintas de rosas, identificadas como Rosa
Mesclada, Rosa Alaranjada e Rosa Azulada, obtidas através do mercado de Flores
do CEASA em Campinas. No momento da instalacdo dos gendétipos, foi feita
primeiramente uma limpeza com algodéo e Riohex 2% (digliconato de clorexidina)
seguida de enxague em agua corrente. As hastes foram segmentadas em partes
menores (priorizando areas com a presenca de gema lateral) e levadas para a camara
de fluxo, entédo imersas em alcool 70° por cerca de 30 segundos sob agitacdo, seguida
de imersdo em solucéo de hipoclorito de sddio 70% acrescida de detergente (3 gotas
para cada 100 mL), onde permaneceu por 20 minutos sob agitagdo constante. As
hastes passaram entdo por trés lavagens consecutivas com agua deionizada
autoclavada, de cerca de 1 minuto cada sob agitacdo constante. No momento da
instalacdo do material, foi feita a remocao das extremidades das hastes pois devido
ao maior contato com a solugéo de limpeza o tecido foi danificado. Apés a retirada
desse tecido, 0s explantes com gemas laterais e apicais foram acomodados em meio
de cultura MS1/2 suplementado com calcio (664,04 mg.L?) e de nitrato de prata (1

mg.L 1), para a obtencdo nas subculturas de um maior nimero de plantas para o
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experimento principal. Foram realizadas trés subculturas até a obtencdo da

quantidade ideal de plantas.

4.2 Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com esquema fatorial 3x6, com uso de trés gendtipos de rosa e seis meios de cultura
distintos. Cada tratamento contou com cinco repeti¢des, resultando em 90 parcelas.
Para a analise, foram consideradas as duas vezes em que o0 experimento foi instalado
como uma unica, juntando o total de repeticdes para cada tratamento, resultando em

10 repeti¢Oes para cada tratamento, ou 180 parcelas.

4.3 Preparo dos meios de cultura

O preparo dos meios de cultura seguiu uma sequéncia com o preparo de uma
base comum a todos eles, contendo todos os micronutrientes ja formulados em
solucbes estoque nomeadas F, G1 e G2, e vitaminas (solucdo estoque H). A opcéo
de uso de nutrientes assim preparados foi feita para reducdo dos possiveis erros e
visando garantir a maior homogeneidade dos fatores comuns a todos os meios de
cultivo. A tabela 1, a seguir, contém a formulacdo de micronutrientes (em mg. L) de
todos os meios de cultura utilizados no presente trabalho. Junto aos micronutrientes
descritos na tabela 1, as solucdes estoque F e G1 forneceram 0,83 mg.L'1 de Kl e 37,3
mg.L1de Na EDTA. A solucéo estoque H forneceu 100 mg.L* de myo-inositol, 0,50 mg.L* de
acido nicotinico HCL, 0,50 mg.L* de piridoxina HCL, 0,10 mg.Lde tiamina HCL, 2,0 mg.L*
de glicina. Foram ainda adicionados 30 g L de sacarose, e 0,10 g L'* de myo-inositol
para finalizar a base comum aos meios.

A partir de entdo os meios MS, Gamborg B5, WPM, Quoirin & Lepoivre, A4, e
MS modificado foram compostos de forma distinta, com as concentracées de
macronutrientes descritas na tabela 2. A escolha por cada um desses meios se deu
segundo alguns critérios. O meio MS foi selecionado pois de acordo com boa parte da
literatura consultada, € o meio que promoveu os melhores resultados para o cultivo in
vitro de roseiras, sendo comum apenas a adicao de fitorreguladores (Ambros, 2016;

Tawfik et al., 2018). Os meios WPM e Quoirin & Lepoivre foram escolhidos devido a
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sua indicacdo para o cultivo de plantas lenhosas, dado que sdo meios restritivos
(GINOVA et al. 2013), e 0 meio Gamborg B5 por apresentar niveis elevados de NOz
e K* e baixos de NHa4 *, e fornecer valores de N totais similares ao meio A4, permitindo
compara-los em certo nivel (Fior, 2007). O meio A4 (Cardoso, dados ndo publicados)
foi selecionado pois é formulado com fosfato monoamonio, uma alternativa ao nitrato
de amonio, de aquisicdo controlada pelo exército (Villa et al. 2009). O meio MS
modificado foi, por fim, escolhido devido aos resultados apresentados por MATOS et
al. (2021) na micropropagacao de (Rosa x hybrida) cv. Sena.
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Tabela 1. Composicao basica e mantida idénticas para micronutrientes nos seis meios de cultura (B5, WPM, MS, QL, A4 e MSR) utilizados para o cultivo in

vitro de roseiras.

Componente CoCl,. 6H,0 CuS04.5H,0 HsBO3 MnSQO4.H20 Na:MoOg4 ZnS0Oq4 FeS04.7H.0
mg.L* 0.025 0.025 6.20 16.90 0.25 8.60 27.8

Mi?(;(::géir(ijeonte Co Cu Bo Mn Mo Zn Fe
mg.L* 2943,1 6362,6 1,1 55000 1164,8 3,5 5584,2

Fonte: Autor.
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Tabela 2. Quantidades fornecidas de macronutrientes em cada formulacéo salina de meio de cultura.

Meio
Nutrientes B5 WPM MS QL A4 MSR
(mg.L?)  (mg.L?Y) (mg.L?) (mg.L?) (mgLl) (mg.L?)
Nitrogénio 374,7 195,8 840,6 458 337,86 420,3
NO3z 1533,0 557,35 1891,38 1717,76 1190 1221,7
NH4* 36,58 90,15 371,87 90,15 88,92 185,94
P.0Os 77,15 88,65 88,65 140,81 349,85 88,65

K20 1.164,60 1.070,29 943,93 931,96 621,89 501,39

MgO 40,7 60,5 60,5 58,8 158.4 60,5

CaO 57,2 36,63 167,7 137,3 167,7 670,2
SO* 194,0 689,8 1441 140,3 377,5 1441
clt 36,17 23,16 106,05 0,00075 0,00075 424,2

Fonte: Autor.

O pH dos meios foram todos ajustados para 5,8 + 0,05 e cada a cada um deles
foi adicionado 6,4 g L't de agar ao final do preparo individualizado. Todos os meios de
cultura foram aquecidos até o ponto de fervura, em forno micro-ondas para completa
dissolucéo do agar, seguido da distribuicdo em 15 tubos de ensaio por meio de cultura,
com 16 mL cada, totalizando 90 tubos de ensaio. Os tubos de ensaio fechados e
identificados foram acomodados em autoclave, e passaram por processo de
esterilizacdo por 25 minutos, a temperatura de 120°C, 1kgf/cmz2.

4.4 Instalacao e disposicdo do experimento

As plantulas doadoras de roseiras utilizadas no experimento ja vinham sendo
cultivadas em meio de cultura A4 com adicéo de 1 mg L** de AgNOs, e com cerca de
30 dias de cultivo. Os segmentos nodais utilizados como explantes tinham cerca de
1,0 cm de comprimento contendo uma folha e foram cultivados em cada meio de
cultura. Ao todo cada genotipo foi destinada para cinco tubos de ensaio para cada
meio de cultura, totalizando 30 tubos por genatipo.

Os tubos de ensaio foram entdo acomodados de forma aleatéria (sorteio) em suporte

tipo grade, e alocados em prateleira da sala de crescimento, sob luz branca
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fluorescente de 2500 lux, com fotoperiodo 16/8 horas, e temperatura de 25 + 2°C.
Esse processo foi repetido na segunda vez que o experimento foi instalado, sendo

reservado o mesmo local na estante e prateleira para tal.

4.5 Avaliacdes

As avaliag6es tiveram inicio com 13 dias da instalacdo do experimento, sendo
medidos quatro parametros, a) nimero de folhas, b) comprimento da maior brotacéo,
c) numero de raizes, e d) porcentagem de plantas enraizadas.

A contagem do numero de folhas foi feita considerando o conjunto do trifélio
como uma folha inteira, e o tamanho minimo inicial das plantas para inicio das
avaliacOes foi 1,0 centimetro.

A segunda avaliacdo foi realizada com 27 dias de cultura (14 dias apds a
primeira avaliacdo), sendo que além dos parametros medidos na primeira avaliacéo,
foi acrescido um quinto pardmetro, e) comprimento da maior raiz, também medido
com régua de acrilico graduada em milimetros e centimetros. A terceira e Ultima
avaliacao foi realizada com 41 dias de cultura (14 dias ap6s a segunda avaliacéo), e
foram mantidos os cinco parametros anteriores, sendo que apés a medida deles cada
explante foi retirado do meio de cultura e pesado em balanca analitica, de forma
individual para f) obteng&o de biomassa fresca total.

Na sequéncia com auxilio de um bisturi as raizes foram separadas de cada
explante e pesadas, também de forma individual, promovendo mais um dado para
analise, g) biomassa fresca da raiz. Essas pesagens de massa fresca total e raiz
fresca foram realizadas em todos as parcelas seguido da obtencédo do valor de h)
biomassa aérea fresca pela subtracéo dos valores de massa da raiz fresca dos valores
de massa aérea fresca total.

ApOs as pesagens, cada planta e suas respectivas raizes ja seccionadas foram
alocadas em saquinhos de papel pardo, identificados para cada tratamento, e o
material foi levado entdo para estufa de circulacao forcada de ar sob temperatura de
70° C por cerca de 72 h, e pesados novamente ap0s esse processo em balanca
analitica de alta precisdo, para obtencdo de biomassa seca de parte aérea, biomassa
seca de raiz, e biomassa seca total.

Apos analise dos resultados obtidos foi definido que apenas as avaliacbes com

41 dias seriam utilizadas, pois os dados se apresentam mais consistentes. A descricéo
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dos itens avaliados, dos tempos de avaliacdo e da forma de avaliacdo esta descrita

na tabela 3.

Tabela 3. Itens, instrumentos, e tempos de avaliagdo das plantulas.

_ Instrumento _ ) _ )
Item avaliado o 0 dias 13 dias 27 dias 41 dias
de avaliagcéo
Numero de
Contagem X X X X
folhas
Comprimento )
) Régua
maior o X X X X
. milimétrica
brotacéo
NUumero de
) Contagem X X X
raizes
Porcentagem
Contagem e
de plantas ] X
_ calculo
enraizadas
Comprimento Régua
. . L X X X
da maior raiz milimétrica
Biomassa Balanca X
fresca total analitica
Massa fresca Balanca X
da parte aérea analitica
Massa fresca Balanca X
daraiz analitica
Massa seca Balanca X
total analitica
Massa seca de Balanca X
parte aérea analitica
Massa seca da Balanca X
raiz analitica

Fonte: Autor.

4.6 Forma de analise dos resultados
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Os resultados encontrados para cada uma das variaveis analisadas e
pertencentes a cada tratamento com diferentes meios de cultura, foram sujeitas a
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ou Games-Howell, quando
houve necessidade. A estatistica do presente trabalho foi feita com o suporte do
Software Agroestat (BARBOSA, MALDONADO, 2015) e do software R Studio (R
CORE TEAM, 2022).

Os dados do experimento passaram por transformacao Box-Cox, de Hawkins e
Weisberg (2017), com excecdo dos dados de Massa Fresca de Raiz e Massa Seca
de Raiz. Os dados transformados foram utilizados nos calculos de variancias, desvios
padrbes, coeficientes de variacdo, DMS, analises de variancia e comparacfes de
médias. Apenas os valores de média foram mantidos na escala original.

Nos casos em que as transformacdes de dados ndo foram suficientes, devido indicios
de falta de normalidade de residuos e problemas com homocedasticidade, foi feita a
remocao de dados pelo préprio software. Foram removidos dados para os seguintes
parametros biométricos: comprimento da maior raiz e nimero de raizes.

Os dados de Massa fresca de raiz e massa seca de raiz foram submetidos
primeiramente a transformacdo de postos e em seguida ao teste comparativo de
Games-Howell, devido a indicios de falta de normalidade de residuos e de variancias

gue nédo podiam ser contornados da forma como os outros dados foram.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos dos meios sobre a parte aérea das plantulas in vitro

Foi observado que o gendtipo Laranja apresentou maior nimero de folhas em
relacdo aos genotipos azul e mesclada, que ndo diferiram entre si (Tabela 4). Em
relacdo ao genotipo laranja, dentro do qual foi possivel notar efeito de interacéo
(Tabela 5), o meio de cultura WPM foi superior em relagcdo ao meio MS, contudo nao
diferiu significativamente de QL, B5, MS modificado e A4 (Tabela 6).

Tabela 4. Teste Comparativo de Tukey para niumero de folhas, comprimento da maior brotacéo,
massa fresca de parte aérea, e massa seca de parte aérea em cada gendtipo.

Massa
. _ Massa
Numero de  Comprimento Secade
. _ Fresca de
Genotipo folhas por da maior ) Parte
_ Parte Aérea .
planta brotacéo (cm) Aérea
(g/planta)
(g/planta)
Laranja 3,55a 1,5050 a 0,11 a 0,0198 a
Azul 2,4833 b 1,3733 a 0,10 a 0,0242 a
Mesclada 2,4000 b 1,3333 a 0,08 b 0,0192 a
DMS (5%): 0,4972 0,1528 0,6031 172,20
F (Gendtipo) 8,8358™ 2,3037NF 5,7932" 2,9451NF
F (Meio) 0,8969NF 1,8722NF 4,2877"  4,2974"
F (Interacéo) 2,4458" 0,7062NF 0,5567"  0,8416N°
Coeficiente de 84,129 85,534 26,973 26,620

Variagao (%)

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. ** = significativo

a 1% de probabilidade; "= n&o significativo a 5% de probabilidade.

O melhor desempenho do meio WPM no gendétipo laranja pode estar
relacionado a este se tratar de um meio com oferta reduzida de sais, inclusive
nitrogénio, em relacdo ao meio MS (PALU et al. 2014). Segundo Pasqual (2001) apud
Soares (2009), o meio WPM apresenta 25% das quantidades de ions nitrato e amonia
proporcionalmente em relacdo ao meio MS. Ele foi originalmente formulado para
culturas lenhosas (HARRY & THORPE, 1994; Melo et al., 1999) como o proprio nome

do meio indica, Wood Plant Medium ou em traducéo livre, meio para plantas lenhosas.
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Ja Bayanati et al. (2015) observou menor numero de folhas em Rosa Hibryda,
cv. “Black Baccarat” em meio WPM, em comparagdo com dois outros meios, VS (Van
der Salm et al., 1994) e MS.

Em cultivo de Rosa canina (Rosa canina L.) em meio de cultura WPM, B5, e
MS sem adicdo de reguladores também foi observado menor numero de folhas por
explante no meio WPM em comparacao com B5 e MS (Toma et al. 2014).

Tabela 5. Analise de Variancia para interacdo meio X gendétipo em nimero de folhas.

Causas de Variagéo GL SQ 0]}V F P
Meio dentro de genétipo Azul 5 9,7907 1,9581  1,4776NS 0,1999
Meio dentro de gendétipo Laranja 5 21,285 42571  3,2124" 0,0086
Meio dentro de genétipo 5 7,2780 1,4556  1,0894NS 0,3634
Mesclada

Residuo 162 - 1,3252 - -

** = Significativo a 1% de probabilidade. NS = N&o-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Efeito simples dos meios dentro de gendtipo Laranja.

Meio Numero de folhas
WPM 53a

Quoirin & Lepoivre 3,8ab

Gamborg B5 3,4 ab

MS modificado 3,2ab

A4 3,1ab

MS 25 b

DMS (5%): 1,485

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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Figura 1- Grafico do Numero de folhas de cada gendtipo em seis meios de cultura
testados: Gamborg B5(B5), Wood Plant Medium (WPM), Quoirin & Lepoivre (QL),
Murashige e Skoog modificado (MS-Rosa) e Murashige e Skoog (MS).

Portanto, os efeitos dos meios sobre o numero de folhas por plantulas,

ocorreram somente para 0 genotipo de roseira laranja.

5.1.2 Comprimento da maior brotagao

N&o foram observadas interacdes significativas entre o meio e o genétipo para
comprimento da maior brotacédo (Tabela 4). O meio (Tabela 7), assim como o genotipo

também nao foram significativos a 5% pelo teste F para este parametro (Tabela 4).

Tabela 7. Teste de Tukey para comprimento da maior brotagéo.

. Comprimento da maior
Meio =
brotacdo (cm)
A4 1,52 a
WPM 1,50 a
Gamborg B5 1,43 a
MS 1,41 a
Quoirin & Lepoivre 1,38 a
MS modificado 1,18 a
DMS (5%): 0,2634

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em trabalho similar com lenhosas, Chaves (2003) testou dois meios distintos,
MS e WPM, e ndo observou alteracdo para tal parametro em ameixa cvs. Mr. S 1/8 e
Okinawa. Radmann et al. (2009), observaram incremento no comprimento de
brotagcbes em meio QL, por volta de 51% em média para Prunus persica. De acordo
com Leitzek et al. (2010), o meio MS foi capaz de promover maiores comprimentos de
brotacdo em amoreira-preta e framboeseira

Em outro estudo, foi o meio WPM que promoveu brotagcdes maiores em
aceroleira (Malpighia emarginata DC.) in vitro, em detrimento do meio MS (Melo et al.
1999).

Em roseira cv. “Black Baccarat® foi observado maiores comprimentos de

brotagbes em meio MS em comparagdo com WPM (Bayanati et al. 2015).

5.1.3 Massa fresca de parte aérea

O meio e o gendtipo foram estatisticamente significativos a 1 % pelo teste F
para Massa Fresca de Parte Aérea (Tabela 4). Os meios com médias significativas
pelo teste Tukey a 5%, foram MS, A4 e MS modificado em relacdo aos meios WPM,
Gamborg B5 e QL (Tabela 8). Esse resultado acompanha parcialmente a analise de
massa fresca total, excluindo apenas o meio WPM das melhores médias. Mais uma
vez é imprescindivel analisar junto a outros fatores, tais como numero de folhas,
namero de raizes, etc. Uma vez que o meio MS nao tem influéncia no nimero de
folnas, e ndo possui as melhores médias em parametros relacionados ao
desenvolvimento de raizes, e a hiperhidricidade pode influenciar na média superior
para massa fresca de parte aérea. J& em relacdo a variedade, os genotipos Azul e
Laranja, que néo diferiram entre si apresentaram médias superiores de massa fresca

de parte aérea em relacdo ao gendtipo mesclada (Tabela 4).
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Tabela 8. Efeito dos meios sobre massa fresca de parte aérea.

Massa fresca de parte aérea

Meio

(g/planta)
MS 0,13 a
A4 0,11 ab
MS modificado 0,09 ab
WPM 0,09 b
Gamborg B5 0,08 b
Quoirin & Lepoivre 0,08 b
DMS (5%): 1,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Massa Fresca de Parte Aérea (gramas/planta)

0,2000
0,1800
0,1600
0,1400
0,1200
0,1000
0,0800
0,0600
0,0400
0,0200
0,0000

B5 I
WPM I

QL

A4 I

Azulada

A4 EEEE——
A4 I—

B5 I
B5 Iam

MS-Rosa s
MS -
WPM s
MS-Rosa I
MS
WPM s
QL s
MS-Rosa I
MS

Laranja Mesclada

Figura 2 - Massa fresca de parte aérea dos gendtipos nos meios de cultura Gamborg
B5 (B5), Wood Plant Medium (WPM), Quoirin & Lepoivre (QL), Murashige e Skoog
modificado (MS-Rosa) e Murashige e Skoog (MS).

5.1.4 Massa Seca de Parte Aérea

Apenas o meio foi significativo para o parametro em questdo (Tabela 4). Os

valores de média encontrados pelo teste de Tukey para massa seca de parte aérea,

apontam que o meio A4 obteve média superior estatisticamente em relacdo aos meios

B5 e WPM respectivamente, contudo néo diferiu estatisticamente do meio MS, MS
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modificado e QL (Tabela 9). Os meios MS, MS modificado, QL, que nao diferiram entre

si, junto ao meio B5, foram superiores ao meio WPM.

Tabela 9. Efeito dos meios sobre massa seca de parte aérea.

Meio Massa seca de parte aérea
(g/planta)

A4 0,03 a

MS 0,02 ab

MS modificado 0,02 abc

Quoirin & Lepoivre 0,02 abc

Gamborg B5 0,08 bc

WPM 0,02 ¢

DMS (5%): 296,93

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

5.2 Efeitos do gendtipo e meio de cultura sobre o desenvolvimento de

raizes de roseiras cultivadas in vitro

Tabela 10. Efeitos do gendtipo, meio e interacdo sobre raizes das plantulas.

Numero de Comprimento Massa Fresca Massa Seca

Gendtipo raizes por da maior raiz de raiz de raiz
planta (cm) (g/planta)*** (g/planta)***

Laranja 2,30 a 1,7075 a 0,006845 a 0,0008385 a

Azul 1,09b 1,7051 a 0,00600 a 0,0006115ab

Mesclada 0,53 b 0,9900 b 0,002466 b 0,0002475 b

DMS (5%): 0,7207 0,6354 0,0075 0,0054

F (Gen6tipo) 21,966** 7,7479" 5,7027 7,0775"

F (Meio) 4,0705" 6,2236" 4,6470NS 5,1222™

F (Interacéo) 2,4124* 1,9364" 1,9334" 8,0320™

Coeficiente de 160,18 546,91 147,61 189,41

Variacao (%)

Médias seguidas pela mesma letra nas 2° e 3° colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

** = gignificativo a 1% de probabilidade. * = significativo a 5% de probabilidade. ***= Teste de Games-Howell.

Médias seguidas pela mesma letra nas 32 e 42 coluna nao diferem entre si pelo teste de Games-Howell a 5% de probabilidade.
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Para numero de raizes houve interacao significativa do meio e do genadtipo a
5% de probabilidade pelo teste F. O meio teve efeito significativo a 1% de
probabilidade, assim como o genotipo (Tabela 10). Para gendtipo, a rosa laranja foi
superior aos genotipos azul e mesclada, que nao diferiram entre si (Tabela 10). De
acordo com Cunha et al. (2009), o processo de enraizamento em lenhosas, é
genotipo-dependente.

Pelo teste de Tukey, o meio de cultura A4 obteve melhor desempenho para
namero de raizes que os meios MS modificado, Gamborg B5, e MS (que ndo diferiram
entre si), contudo nao diferiu significativamente dos meios WPM e Quoirin Lepoivre
(Tabela 11).

Tabela 11. Efeito dos meios no desenvolvimento in vitro de raizes de roseiras.

Meio Numero de raizes
A4 231la

WPM 1,60 ab

Quoirin & Lepoivre 1,38 ab

MS modificado 0,97 b

MS 0,80 b

Gamborg B5 0,79 b

DSM (5%): 1,2427

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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Média do Numero de Raizes
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Figura 3 - Nimero de raizes dos gendétipos em cada meio de cultura: Gamborg B5
(B5), Wood Plant Medium (WPM), Quoirin & Lepoivre (QL), Murashige e Skoog
modificado (MS-Rosa) e Murashige e Skoog (MS).

Estes por sua vez, que apresentaram medias mais altas possuem em comum,
o fato de sua formulacao conter nitrato de calcio, que 0s outros meios nao apresentam,
em comparagcdo com outros nutrientes que também estdo presentes nos meios com
pior desempenho.

O processo de enraizamento estd relacionado com a nutricdo mineral
(Malavasi, 1994), tendo o nutriente assim como a espécie comportamento muito
variavel no enraizamento adventicio, e embora muito clara a relacdo do processo com
a nutricdo mineral, as indmeras varidveis desse processo ainda ndo estdo
esclarecidas (Cunha, 2009). No processo de enraizamento, é fundamental
concentracdes relativamente elevadas de calcio (Tripathi, 1971).

O célcio é um elemento diretamente ligado ao enraizamento, por fazer parte da
constituicdo da lamela média da célula vegetal, atuando nos processos de diviséo e
elongamento celular, assim sendo néo € suficiente apenas fornecer o nitrogénio aos
tecidos, mas associa-lo a uma fonte de calcio. E também um mensageiro secundario
na acao de auxinas (Geiss et al. 2009).

Além disso, o enraizamento, em meios sem a adicdo de auxinas, como no

presente trabalho, tem no crescimento da parte aérea uma boa fonte de auxina,
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translocada no sentido basipeto, promovendo o desenvolvimento de raizes
(Grattapaglia et al, 1987; Bouil-lenne, 1964 apud Aloufa, 2007).

O meio A4, unicamente, leva em sua composicao fosfato monoamonio, que
também pode ter relagdo com a média mais alta.

As quantidades totais de nitrogénio fornecidas pelos meios A4 e Gamborg B5
sdo relativamente proximos, 337,86 mg. L't e 374,7 mg. L respectivamente, embora
a formulacéo fornecedora de nitrogénio seja distinta. O meio A4 contém nitrato de
potassio, nitrato de calcio e fosfato de monoaménio, enquanto que o meio Gamborg
B5 possui apenas nitrato de potassio e sulfato de amoénio. Além de parte dos
componentes serem distintos, a quantidade total de célcio — medido como CaO - dos
meios também difere, sendo muito menor no meio Gamborg B5 em relacdo ao meio
A4, 57,2 mg. Lte 167, 7mg.L ! respectivamente.

Em trabalho com cultura in vitro de Rosa canina ndo foram observadas raizes
em meio MS, B5 e WPM cultivadas por seis semanas (Toma et al. 2014).

Em relacdo a interacdo, apenas dentro do gendtipo mesclada nenhum dos
meios foi significativo a 5% (Tabela 12). Dentro do genétipo azul, o meio A4 teve média
mais alta que os meios MS e Quoirin e Lepoivre (tabela 13). Isso reforca a hipétese
da fonte de fosfato monoamdnio como facilitador do processo de enraizamento. Ja
dentro do gendtipo laranja, os meios A4, Quoirin e Lepoivre e WPM foram superiores
ao meio B5 (Tabela 14).

Tabela 12. ANOVA para Efeitos Simples dos meios para o parametro biométrico nimero de raizes.

Causas de variacéo GL SQ QM F P
Meio dentro de gendétipo azul 5 45,926 9,1852 4,0705" 0,0017
Meio dentro de genétipo 5 46,351 9,2702 4,1082" 0,0016
laranja

Meio dentro de genétipo 5 18,021 3,6042 1,5972NS  0,1639
mesclada

Residuo 157 - 2,2565 - -

"= significativo a 1% de probabilidade. "= n&o significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 13. Efeito simples dos meios no gendtipo Azul para o parametro biométrico nimero de raizes.

Meio Numero de raizes
A4 2,10 a

WPM 1,50 ab

Gamborg B5 1,20 ab

MS modificado 1,00 ab

MS 0,30 b

Quoirin & Lepooivre 0,20 b

DMS (5%): 2,1524

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Tabela 14. Efeito simples de meio no gendtipo Laranja para o parametro biométrico nimero de
raizes.

Meio Numero de raizes
A4 3,50 a

Quoirin & Lepoivre 3,44 a

WPM 3,00 a

MS 2,00 ab

MS modificado 1,20 ab

Gamborg B5 0,67b

DMS (5%): 2,1524

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

5.2.1 Comprimento da Maior Raiz

Os meios de cultura foram significativos a 1% pelo teste F, assim como o
genaotipo. Também houve interacao significativa entre meio e genétipo a 5% pelo teste
F (Tabela 10).

Em termos de alongamento celular, o cultivo sem a adicdo de auxinas é
benéfico, porém em alguns casos sua acao pode ser inibitoria para tal (Mitsuhashi-
Kato et al., 1978.)

Os meios A4 e WPM foram superiores estatisticamente aos demais, contudo
nao diferiram entre si (Tabela 15). Sdo os meios que oferecem as menores
guantidades de nitrogénio (A4, 0,337 gramas de N e WPM, 0,195 gramas de N

aproximadamente) entre todos os meios, sendo que o meio A4 difere pouco do meio
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B5 em relacdo ao nitrogénio, pois as quantidades totais sdo muito proximas, 0,337 e
0,374 gramas.

De acordo com Caldas et al. (1998) o nitrato € a melhor forma de nitrogénio
para roseiras, entre outras culturas, tais como cenoura, tendo efeito sobre o
crescimento e desenvolvimento do vegetal in vitro, ao contrario de culturas como o

arroz, cujo tecido de calos ndo assimila bem o nitrato em condi¢ao de cultivo in vitro.

Tabela 15. Efeito dos meios sobre comprimento da maior raiz.

Meio Comprimento da maior raiz
(cm)

A4 2,94 a

WPM 2,04 ab

Quoirin & Lepoivre 1,18 b

MS 1,09 b

Gamborg B5 0,99 b

MS modificado 0,56 b

DMS (5%): 1,0979

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Comprimento Médio da Maior Raiz
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Azulada Laranja Mesclada

Figura 4 — Comprimento da Maior Raiz para cada genétipo nos meios Gamborg B5
(B5), Wood Plant Medium (WPM), Quoirin & Lepoivre (QL), Murashige e Skoog
modificado (MS-Rosa) e Murashige e Skoog (MS).

Nesse sentido ha a possivel interpretacdo de que o fosfato monoamonio esta

relacionado, juntamente com a suplementacdo de calcio (nitrato de calcio), ao
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processo de enraizamento. Houve interacdo meio x genétipo significativa pelo teste F
a 5%, sendo observado efeito simples do meio para os genotipos Azul e Mesclada
(Tabelas 10, 16 e 17).

Maurya et al. (2013) obervaram maior nimero de raizes primérias e maiores
meédias de comprimentos de raizes em meio MS1/2 em comparacdo com MS (ambos
suplementados com 0,5 mg. L de IBA) para Rosa Hybrida L. cv. “Benjamin Paul “, ou
seja, 0 meio mais restritivo em nutricdo vegetal promoveu resultados melhores.

Em um comparativo de meio WPM e MS para cultivo in vitro de Myrobalan 29C,
um porta enxerto para ameixa e damasco, sem adicéo de reguladores, 0 meio MS se
mostrou mais eficaz na promoc&do de maior nimero de raizes e maior comprimento

de raiz, assim como na porcentagem de enraizamento (Shabani et al. 2014).

Tabela 16. Efeito simples dos meios sobre comprimento da maior raiz dentro do gendtipo azul.

Meio Comprimento da maior raiz
(cm)

WPM 3,80 a

A4 3,07 ab

MS 1,22 bc

Gamborg B5 1,17 bc

Quoirin & Lepoivre 0,58 ¢

MS modificado 0,39 ¢

DMS (5%): 1,8960

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Tabela 17. Efeito simples dos meios sobre comprimento da maior raiz dentro do genétipo mesclada.

Meio Comprimento da maior raiz
(cm)

A4 2,60 a

Quoirin & Lepoivre 1,20 ab

Gamborg B5 0,86 ab

WPM 0,57 ab

MS modificado 0,42 ab

MS 0,28 b

DMS (5%): 1,8462

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quanto a porcentagem de plantas enraizadas, seguindo a ordem de genotipos
azul, laranja e mesclada, foram obtidos valores de 50%, 50% e 40% dentro do meio
B5; 60%, 100% e 20% no meio WPM, 20%, 90% e 50% dentro do meio QL; 80%, 80%
e 60% para 0 meio A4 e 30% e 70% para gendtipos azul e laranja nos meios MSR e
MS, diferindo apenas o gendtipo mesclada que obteve 40% de enraizamento no meio
MSR e 10% no meio MS. Esse parametro, contudo, ndo deve ser separado da analise
do numero de raizes e do comprimento delas, uma vez que parte das plantas se

apresentavam em um processo inicial de desenvolvimento radicular.

5.2.2 Massa fresca da raiz

Os dados referentes a massa fresca da raiz, da mesma forma que de massa
seca da raiz, precisaram ser trabalhados também no software R Studio, e foram
submetidos a transformacdo de postos, de forma a ser ranqueados e possibilitar a
andlise gerando uma anova e associando-a ao teste de Games-Howell na sequéncia.

O meio e o gendtipo nao foram significativos a 5 % pelo teste F, ja a interacéo
meio X gendtipo foi significativa a 5% de probabilidade (Tabela 10). Desdobrando a
interacdo a nivel de genoétipo, apenas a 0 genoétipo azul apresentou resultados
significativos nos valores de massa fresca da raiz ligados ao meio de cultivo (Tabela
18). Pelo teste de Games-Howell, dentro de gendtipo azul, o0 meio WPM promoveu
aumento de massa fresca da raiz em relacdo aos meios MS, MS modificado e Quoirin
& Lepoivre, contudo nado diferiu significativamente dos meios A4 e Gamborg B5
(Tabela 19). Os meios A4, B5, MS e MS modificado ndo diferiram entre si, contudo A4
apresentou média estatisticamente significativa superior ao meio QL, que apesar de
apresentar a menor média entre os meios, nao diferiu estatisticamente dos meios B5,
MS, MS modificado e Quoirin & Lepoivre (Tabela 19).

Considerando os valores de média em si, meios mais restritivos em nitrogénio
se mostram mais promissores no aumento da massa fresca da raiz. Murashige (1979)
reforca que a redugéo das concentracées de sais no meio promove melhorias no

processo de enraizamento.
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Tabela 18. ANOVA para efeitos simples dos meios sobre massa fresca da raiz.

Causas de variacao GL SQ (0]\Y/ F P
Gendtipo 2 0.00065 0.00032 5.7027 0.004
Meio dentro de Gendtipo azul 5 0.00139 0.00028 4.9119" 3e-04
Meio dentro de Genétipo 5 0.00064 0.00013 2.2581NF 0.0511
laranja

Meio dentro de Genétipo 5 0.00038 0.00008 1.3437NF 0.2485
mesclada

Residuo 162 0.00920 0.00006 - -

Total 179 0.01226 0.00007 - -

"= significativo a 1% de probabilidade. NS= no significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 19. Efeito simples dos meios sobre massa fresca da raiz dentro de genotipo azul.

Meio Massa fresca da raiz
(g/planta)

WPM 0.01345 a

A4 0.01066 ab

Gamborg B5 0.00702 abc

MS 0.003 bc

MS modificado 0.00158 bc

Quoirin & Lepoivre 0.00029 c

DMS (5%): 0,00766

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Games-Howell a 1%

de probabilidade.

5.2.3 Massa seca daraiz

Os dados de Massa seca da raiz também apresentavam indicios de falta de
homogeneidade de variancias pelo teste de Levene a 5% de probabilidade, assim
como indicios de falta de normalidade de residuos pelo teste de Shapiro-Wilk a 5%.
Dessa forma a melhor forma de analisa-los foi por meio da transformacéo de postos
no software R Studio, onde puderam ser ranqueados e entdo a partir dos dados

ranqueados feita a analise de variancias. Para o parametro biométrico massa seca da
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raiz, o genotipo e o meio foram significativos a 5% de probabilidade de acordo com o

teste de Games-Howell, contudo a interacdo nao foi significativa (Tabela 10).

Tabela 20. Efeito dos meios sobre massa seca da raiz em cada meio pelo teste de Games-Howell.

Meio Massa seca da raiz
(g/planta)

A4 0.001046667 a

WPM 0.001006667 a

Quoirin & Lepoivre 0.0005633333 ab

Gamborg B5 0.0003116667 b

MS 0.0003033333 b

MS modificado 0.0001633333 b

DMS (5%): 0,0025

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Games-Howell a 5% de probabilidade.

Os meios A4 e WPM, meios com as menores quantidades totais de nitrogénio,
promoveram médias mais altas para massa seca da raiz (Tabela 20). O meio de
cultura A4 e Gamborg B5 fornecem quantidades préximas de nitrogénio, 337,86 mg.
L-te 374,7 mg. L respectivamente, contudo o meio A4 obteve melhores resultados
para o presente parametro. O fornecimento de nitrogénio do meio A4 é feito por meio
de trés compostos nitrogenados, nitrato de potassio, nitrato de calcio e fosfato de
monoam©énio, ja o fornecimento de nitrogénio do meio B5 fica por conta do nitrato de
potassio e sulfato de amonio. Quando se avalia a relagdo nitrato/amonio dos meios
encontra-se os seguintes valores: 42:1 (B5), 6:1 (WPM), 5:1 (MS), 19:1 (QL), 13:1
(A4), e 6:1 (MSR). A partir destes dados pode-se notar alguns pontos importantes,
como a importancia da qualidade da nutricdo e o efeito da diminuicdo da quantidade
de nitrogénio na composicdo dos meios, uma vez que, por exemplo, o meio WPM, MS
e MSR possuem relacdo nitrato/aménio proximas, contudo, resultados muito distintos
na promoc¢ao de aspectos da morfogénese, sendo o meio WPM superior em relagéo
aos meios MS e MSR no desenvolvimento de raizes.

Outro ponto interessante para analise de parametros relacionados a processo
de enraizamento, como ja citado anteriormente, € a quantidade total de calcio (CaO)
do meio. O meio A4 apresenta cerca de 167,7 mg.L, de CaO, a mesma quantidade
que o meio MS. Os meios B5, QL, WPM, e MS modificado apresentam 57,2 mg. L7,
137,3 mg. L%, 36,63 mg. L1, 670,2 mg. L1, e 479,5 mg. L? de célcio total
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respectivamente. Quando consideramos apenas o elemento propriamente dito, (Ca),
temos que os meios B5, Ql, MS, WPM, A4 e MS modificado apresentam 40,8 mg. L%
98,25 mg. L1, 119,89 mg. L%, 106,15 mg. L%, 119,98 mg. L'1, e 479,5 mg. L de célcio

total respectivamente.

De acordo com Arruda et al. (2000) existe uma associag¢ao entre substancias
reguladoras de crescimento e o calcio, mais evidente em zonas de diferenciacdo. O
calcio é também um elemento componente da lamela media na célula vegetal e atua
na divisdo celular (ARRUDA et al. 2000), portanto fundamental para a formacéo de
novas células e tecidos, contudo é pouco movel dentro do vegetal, e por sua
mobilidade se dar de forma passiva, a prépria condicdo de uma planta in vitro, com
taxa respiratoria reduzida, acaba por evidenciar sintomas ou mesmo auséncia de
processos morfogénicos, tais como necroses apicais ou auséncia de enraizamento
respectivamente, que podem ser contornados com a suplementacdo do meio de
cultura com mais calcio (CARVALHO et al. 2009). Os gendtipos azul e laranja também
apresentaram médias melhores para massa seca da raiz, em detrimento do genotipo

mesclada (Tabela 10).

Entre os fatores que influenciam o enraizamento in vitro de roseiras esta o
genotipo, os meios de cultura, quantidade de sacarose, presenca ou ndo de carvao
no meio, assim como de reguladores de crescimento e de sais inorganicos no meio
de cultura (PATI, 2006).

Hyndman et al. (1982) reduziram as concentracfes de KNOs e NH4NOs3 e
puderam observar que as porcentagens de enraizamento melhoraram
significativamente, assim como a quantidade de raizes por explante, enquanto que
Wada et al. (2015) observaram que reduzindo a concentragdo de nitrogénio e
aumentando a concentracdo de calcio no meio de cultura podiam ser notados
beneficios no desenvolvimento in vitro de algumas espécies.

De acordo com Mokotedi et al. (2000), a condicédo de cultivo in vitro também
nao altera o enraizamento adventicio em Eucalipto (Eucalyptus grandis e Eucalyptus
nitens), que apresenta também enraizamento gendtipo-dependente, evidenciando

diferencas no processo entre hibridos e mesmo entre clones com a mesma origem.
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A fonte de nitrogénio in vitro também tem relagcdo com o balanco de horménios.
Em Tillandsia pohliana, uma planta da familia Broeliaceae, 0 NH4NO3s promoveu
maiores concentragdes de citocinina e menores concentragdes de acido indol acético
(AIA) em comparacdo com uma fonte organica de nitrogénio, assim como também foi
relacionado com valores maiores de massa fresca e massa seca totais (Mercier e
Kerbauy,1998). Tal estudo demonstra como a forma de nitrogénio disponivel para as
plantas afeta o balango de fito-hormonios dentro do vegetal, e em consequéncia disso
0 seu desenvolvimento.

As auxinas em geral estéo relacionadas com o processo de enraizamento nas
plantas, e o AIA tem acdo concentrada no alongamento celular, através de dois
mecanismos principais, 1) por meio de estimulos de sintese celular e 2) atuando
contra a acéo de enzimas relacionadas a microfibrilas, componentes da parede celular
promovendo assim maior plasticidade da membrana celular, sendo o resultado disso
a expansao de raizes e a formacéao de raizes adventicias no caule do vegetal (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Portanto a fonte de nitrogénio pode estimular ou inibir o processo de

enraizamento, entre outros aspectos de desenvolvimento vegetal.

5.3 Massa Fresca total

De acordo com a ANOVA para Massa Fresca Total o0 meio e o genotipo
apresentaram efeito significativo a 1% pelo teste F (Tabela 21). Em relacdo a massa
fresca das plantas, o meio MS obteve média superior estatisticamente significativa
pelo teste de Tukey em relagéo aos meios Gamborg B5 e Quoirin e Lepoivre, contudo
nao diferiu dos meios A4, WPM, e MS modificado (Tabela 22).

Tabela 21. ANOVA para efeitos principais e interacdes em massa fresca total.

Causas de GL SQ QM F P
variacao

Meio 5 38,720 7,7439 4,1442** 0,0014
Gendtipo 2 25,780 12,890 6,8982** 0,0013
MeioXGenétipo 10 11,339 1,1339 0,6068NS 0,8065
Residuo 162 302,71 1,8686 - -

Total 179 378,55 - - -

™ = significativo a 1% de probabilidade. NS = ndo-significativo a 5% de probabilidade.



59

Tabela 22. Efeito dos meios sobre massa fresca total.

Meio Massa fresca total
(g/planta)

MS 0,14 a

A4 0,12 ab

WPM 0,09 abc

MS modificado 0,09 abc

Gamborg B5 0,09 bc

Quoirin & Lepoivre 0,08 c

DMS (5%): 1,0180

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Massa Fresca Total (gramas/planta)
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Figura 5 - Massa fresca total de trés genétipos nos meios Gamborg B5 (B5), Wood
Plant Medium (WPM), Quoirin & Lepoivre (QL), Murashige e Skoog modificado (MS-
Rosa) e Murashige e Skoog (MS).
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O meio MS néo difere qualitativamente em suas fontes de nitrogénio do meio
MS modificado, apenas na quantidade total de nitrogénio, que se apresenta igual a
0,8406 g no meio MS e 0,4203 g no meio MS modificado. Contudo difere em
composicdo e mesmo em quantidades de N, dos meios A4 (meio com menor
guantidade total de N), e WPM, o que dificulta a conclusao de que a quantidade total
de N promova aumento de massa fresca. Além disso 0 meio MS é similar em

composi¢ao de nitrogénio em relagédo ao meio QL, este apresentando a mais o nitrato
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de célcio. Contudo seu desempenho pelo teste de Tukey é o menos favoravel para o
parametro em questao.

Este parametro, contudo, pode nao fornecer o real desenvolvimento das
plantas, uma vez que no meio MS foram observados diversos sinais de necrose foliar,
hiperhidricidade, baixo desenvolvimento radicular, e foi 0 meio com menor nimero de
folhas.

Analisando somente o efeito do gendtipo (Tabela 23) sobre a massa fresca
temos que o gendtipo laranja e azul apresentam valores superiores de massa fresca
estatisticamente significantes em relacdo ao gendtipo mesclada, mas nao diferem

entre si.

Tabela 23. Efeito do gendtipo sobre massa fresca total.

Genotipo Massa fresca total
Azul 0,17 a
Laranja 0,11 a
Mesclada 0,08 b
DMS (5%): 0,5904

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

N&o houve interacdo significativa entre meio e gendtipo para massa fresca,
sendo possivel apenas notar um resultado significativo para efeito simples de meio,

no genotipo Azul, meio de cultura MS com desempenho superior (Tabela 24).

Tabela 24. Efeito simples dos meios sobre massa fresca total dentro de gendtipo azul.

Meio Massa fresca total
(g/planta)

MS 0,18 a

A4 0,13 ab

WPM 0,10 ab

Gamborg B5 0,10 ab

MS modificado 0,10 ab

Quoirin & Lepoivre 0,08 b

DMS (5%): 1,7632

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para efeito de uma melhor analise tal parametro deve ser visto em conjunto

com massa seca total.

5.4 Massa seca total

O meio e o gendtipo tiveram efeito significativo para massa seca total a 1% e
5% respectivamente, enquanto que a interacdo meio x genaotipo nao foi significativa
(tabela 25). Os meios com média superior estatisticamente significativas foram os
meios A4, MS e MS modificado em relagcdo aos meios QL, B5 e WPM (Tabela 26).
Entre o primeiro grupo ndo houve diferenga significativa, assim como dentro do
segundo, juntamente com os meios MS e MS modificado também ndo houve. Entre
0s meios MS e MS modificado ndo ha diferenca entre as fontes de nitrogénio, apenas
na quantidade, que no meio MS modificado corresponde a metade do nitrogénio
presente no meio MS. J4 0 meio A4 composto por nitrato de potéssio, nitrato de célcio
e fosfato monoamonio, também promoveu aumento da massa seca. Os valores de
massa seca acompanham os resultados para massa fresca, o que de fato indica que

0s meios interferem no aumento da massa das plantas.

Tabela 25. ANOVA para efeitos e interac6es sobre massa seca total.

Causas de GL SQ QM F P
variacao

Meio 5 3321365 664273 4,2152" 0,0013
Gendtipo 2 10515111 525756 3,3362" 0,0380
MeioXGenétipo 10 1132621 113262 0,7187NS 0,7060
Residuo 162 25529625 157590 - -

Total 179 31035122 - - -

e significativo a 1% de probabilidade.*=significativo a 5% de probabilidade."S= ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 26. Efeito dos meios sobre massa seca total.

Meio Massa seca total (g/planta)
A4 0,028 a

MS 0,03 ab

MS modificado 0,02 ab

Quoirin & Lepoivre 0,02 b

Gamborg B5 0,09 b

WPM 0,02 b

DMS (5%): 295,62

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Quanto ao efeito dos gendtipos sobre o parametro em questédo, 0os genotipos
azul e laranja se mostraram superiores em relacdo ao genoétipo mesclada, mas néo

houve diferenca significativa entre elas (Tabela 27).

Tabela 27. Efeito do genétipo sobre massa seca total.

Gendtipo Massa seca total (g/planta)
Azul 0,02 a

Laranja 0,02 ab

Mesclada 0,02 b

DMS (5%): 171,44

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Games-Howell a 5% de probabilidade.
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6. CONCLUSAO

Para alguns autores as Roseiras podem ser propagadas por diferentes
técnicas, entre elas as técnicas de germinacao de sementes, embora, alguns dos seus
atributos sejam a alta variabilidade fenotipica das plantas originarias desse sistema
de propagacao, em especial pela alta heterozigosidade associada aos seus genétipos.
Como alternativa técnicas de propagacdo vegetativa, como estaquia e enxertia
cumprem atualmente muito bem a demanda dos mercados por plantas geneticamente
idénticas (MARREIROS, 2010; FOLHAS et al., 2011).

A procura do consumidor por produtos de qualidade tem aumentado, por esse
motivo, nota-se a exigéncia de consumidores por produtos de qualidade e com maior
valor agregado. Esses fatores tém obrigado o setor a repensar suas cadeias
produtivas, a fim de atender as exigéncias do consumidor e produzir com
sustentabilidade.

Nesse sentido estudos com roseiras envolvendo a cultura de tecidos tem
aumentado no mundo, e compreender as relacées de balanco nutricional e hormonal
e de desenvolvimento vegetal podem facilitar ainda mais o processo produtivo.

O experimento feito buscou analisar o processo de cultivo de roseiras in vitro
com atencéao voltada para nutricdo vegetal, enfatizando diferencas nos processos de
morfogénese e desenvolvimento vegetal.

Através do presente trabalho foi possivel concluir que: o enraizamento em
roseiras é um processo genétipo-dependente; a fonte de sais para o meio de cultura,
e suas quantidades tem influéncia sobre a morfogénese e o desenvolvimento vegetal
in vitro sendo favoravel compreender quais sais estdo mais relacionados com
desenvolvimento de parte aérea ou raizes para estabelecimento de protocolos
produtivos; meios mais e menos restritivos em nitrogénio total promovem respostas
distintas, tanto nos processos de enraizamento quanto ao desenvolvimento de parte
aérea; a suplementacdo com calcio esta relacionada a melhora no processo de

enraizamento.
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